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摘要 : 【目的 ] 本 研究 以 麦 长 管 蚜 Sitobion avenae (Fabricius), Z — 3 9f. Schizaphis graminum 
(Rondani) 及 初级 寄生 蜂 烟 蚜 莫 蜂 Aphidius gifuensis ( Ashmead ) 和 重 寄 生 蜂 蚜虫 宽 缘 金 小 蜂 
Pachyneuron aphidis ( Bouché) 为 研究 对 象 , 分 析 空 僵 蚜 放置 时 间 和 条 件 对 是 来 、 寄 生 蜂 DNA Gsm 
的 影响 。【 方 法 】 将 空 僵 蚜 放置 不 同时 间 (4, 8, 12, 16, 20 和 24 d) , 纯 水 浸泡 (4 h) 或 不 浸泡 并 放 
置 在 不 同 温 度 (16% , 24% 和 320C ) 和 相对 湿度 (RH 40% 和 80% ) 组 合 条 件 下 ,定期 取样 并 提取 
DNA ,利用 物种 特异 性 引物 进行 扩 增 ,检测 空 介 蚜 中 残留 的 蚜虫 和 寄生 蜂 DNA 信息 。 【结果 】 随 着 
空 僵 贤 放 置 时 间 的 延长 ,两 种 寄生 蜂 的 DNA 检 出 率 均 逐 步 降低 ,在 寄生 蜂 出 蜂 24 d 后 空 僵 蚜 中 ， 
烟 蚜 莫 蜂 DNA 在 麦 长 管 蚜 和 麦 二 又 蚜 空 僵 蚜 中 的 检 出 率 分 别 为 66.7% 和 86.7% ,蚜虫 宽 缘 金 小 
XE DNA 在 两 种 蚜虫 中 的 检 出 率 则 都 为 66.7% 。 在 浸泡 处 理 以 及 不 同 温度 和 相对 湿度 条 件 下 , 寄 
24 d 8 zz [8 P FR fp E Re YR p EE DNA 检 出 率 在 76.7% ~100% 之 间 。[【 结论 ] 本 
结果 验证 了 空 僵 是 中 残留 蚜虫 与 寄生 蜂 DNA 的 稳定 性 ,说 明 空 僵 是 分 子 检测 技术 可 有 效应 用 
Rive aps 物 关系 的 解析 。 
关键 词 : AKES; 麦 二 又 蚜 ; 烟 蚜 黄蜂 ; 蚜虫 宽 缘 金 小 蜂 ; 空 伪 是 ; 分 子 检测 ; 放置 时 间 ; 放置 
条 件 
中 图 分 类 号 : Q966 ”文献 标识 码 : A 。 ”文章 编号 : 0454-6296(2017 )06-0691-08 
Influences of storage time and conditions on the DNA detection rates 


of aphids and parasitoids from empty aphid mummies 
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Agronomy, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China; 2. State Key Laboratory of 
Biology for Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to study the influences of storage time and conditions on the DNA 
detection rates of the common aphid species Sitobion avenae ( Fabricius) and Schizaphis graminum 
(Rondani), the primary parasitoid Aphidius gifuensis ( Ashmead) and the hyperparasitoid Pachyneuron 
aphidis ( Bouché). [Methods] The empty aphid mummies were stored for different periods (4, 8, 12, 
16, 20 and 24 d after parasitoid emergence) , soaked in water for 4 h or unsoaked and kept at different 
temperature (16, 24 and 32°C ) and humidity (RH 40% and 8096) combinations. The samples were 
collected at different time and stored for DNA extraction. The extracted DNA from the empty aphid 
mummies were detected using the species-specific primers. [Results] The results showed that the DNA 
detection rates of both parasitoid species decreased gradually with the storage time. In the empty 
mummies collected 24 d after parasitoid emergence, the A. gifuensis DNA was detected from 66.7% of 


S. avenae mummies and 86.796 of S. graminum mummies respectively, and the P. aphidis DNA was 
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detected from 66. 7% of both aphid mummies. The DNA detection rates of S. avenae and S. graminum 


aphids and A. gifuensis wasps among soaked/unsoaked treatments or other different temperature and 


relative humidity combination treatments were 76.7% — 10096 from the empty aphid mummies collected 


24 d after parasitoid emergence. [ Conclusion] The results verified the stability of parasitoid DNA 


residues in wheat aphid mummy shells and the feasibility of DNA detection technique for empty aphid 


mummies. This offers a more convenient method to explore the aphid-parasitoid interactions. 


Key words: Sitobion avenae; Schizaphis graminum; Aphidius gifuensis; Pachyneuron aphidis; empty 


aphid mummy; DNA detection; storage time; storage conditions 








是 虫 与 寄生 蜂 之 间 食 物 关系 研究 的 传统 方法 是 
从 田间 采集 僵 蚜 并 人 饲养 出 蜂 , 通过 形态 学 特征 鉴定 
寄生 蜂 种 类 ( Cariepy et al., 2008) 。 此 方法 不 仅 耗 
时 耗 力 ,而 且 寄生 蜂 个 体 微小 , 某 些 相近 的 物种 之 间 
形态 上 无 明显 差别 ,人 为 主观 因素 造成 的 物种 错 定 
时 有 发 生 (Stouhamer et al., 2000; Hebert et al., 
2003; 周 青松 等 ,2013; EE 2G 48 S5, 2015), Xr AF 
来 ,昆虫 物种 特异 性 分 子 检测 技术 迅速 发 展 ,其 中 
PCR 检测 技术 以 其 快速 、 便 捷 、 准 确 的 优点 ,已 经 成 
为 寄生 蜂 种 类 鉴定 蚜虫 及 其 寄生 蜂 食物 关系 的 重 
要 手段 (Chen et al., 2006; Hrcek et al., 2011; 
Rougerie et al., 2011; Gariepy et al., 2014), 
Varennes 45 (2014) 从 室内 栽培 植物 上 采集 了 桃 蚜 
Myzus persicae ( Sulzer) 和 甘蓝 是 Brevicoryne brassicae 
L. ES, M E rp dr I 39] 3] 2t PT E 3E E y rec e 
Diaeretiella rapae ( Mclntosh ) 和 重 寄生 蜂 蚜 草 蜂 人 金 小 
$% Asaphes vulgaris Walker 的 残留 DNA ,发 现 寄 生 蜂 
DNA 在 空 僵 蚜 中 残留 时 间 超 过 了 21 d, 从 而 提出 空 
僵 蚜 可 用 于 寄生 蜂 种 类 的 追溯 鉴定 ,为 蚜虫 与 寄生 
蜂 食物 关系 研究 开辟 了 一 条 新 途径 。 然 而 ,田间 环 
境 条 件 复杂 多 变 , 雨 水 冲刷 、 高 温 高 湿 等 特殊 气候 条 
件 将 可 能 加 速 空 僵 蚜 中 DNA. 降解 ,从 而 将 影响 空 僵 
蚜 检 测 技术 的 适用 范围 和 有 效 性 。 

本 研究 以 麦 长 管 蚜 Sitobion avenae ( Fabricius) , 
2E XIF Schizaphis graminum ( Rondani ) 及 初级 寄生 
蜂 烟 蚜 芋 蜂 Aphidius gifuensis ( Ashmead ) 和 重 寄 生 
蜂 蚜 虫 宽 缘 金 小 蜂 Pachyneuron aphidis ( Bouché) 为 
研究 对 象 ,模拟 研究 降雨 .温度 .湿度 等 不 同 环境 因 
子 对 空 僵 蚜 中 蚜虫 及 其 寄生 蜂 DNA 检 出 率 的 影响 ， 
以 期 进一步 验证 利用 空 伪 蚜 追溯 蚜虫 与 寄生 蜂 
DNA 信息 的 可 行 性 及 其 相关 影响 因素 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 
麦 长 管 蚜 和 麦 二 义 蚜 采 自 中 国 农业 科学 院 廊 坊 














































































































科研 中 试 基 地 麦田 。 带 回 室 内 后 ,分 种 类 饲养 在 
120 HJEJEZE E (I x 9$ x Bj 250 cm x35 cm x34 
cm) 内 , 纱 笼 内 放置 塑料 托盘 (长 x 宽 =45 cm x30 
cm) ,托盘 上 摆 放 6 盆 小 麦 Triticum aestivum L. 幼 
苗 ,麦苗 发 黄 或 生长 至 20 cm 高 时 及 时 更 换 麦 苗 ,以 
保证 为 蚜虫 提供 新 鲜 寄 主食 物 。 室 内 温度 20 + 
1C ,相对 湿度 65% ~75% , 光 周 期 16L:8D。 

烟 蚜 草 蜂 和 蚜虫 宽 缘 金 小 蜂 由 中 国 烟草 总 公司 
云南 省 玉溪 市 烟草 公司 云南 省 蚜 草 蜂 繁殖 中 心 提 
供 , 其 中 烟 蚜 草 蜂 为 麦 蚜 初级 寄生 蜂 中 的 优势 种 
( 赵 紫 华 等 , 2012) ,蚜虫 宽 缘 金 小 蜂 为 麦 蚜 重 寄生 
蜂 中 的 优势 种 ( Wei et al., 2003) 。 寄 生 蜂 饲养 在 繁 
殖 蚜 虫 的 尼龙 纱 先 内 , 麦 长 管 蚜 和 麦 二 又 蚜 分 别 单 
独 供 寄生 蜂 寄生 。 待 大 部 分 蚜虫 形成 僵 蚜 后 ,将 笼 
内 麦苗 更 换 成 侵 染 健康 虹 虫 的 麦苗 ,将 麦苗 上 僵 蚜 
收集 ,集中 放置 在 培养 下 (直径 =9 em) 中 ,保留 在 
笼 内 竺 寄生 蜂 出 蜂 后 繁殖 后 代 。 寄 生 蜂 和 蚜虫 饲养 
环境 温度 为 22 + 1%C ( 张 洁 等 ,2014; KERS, 
2016) ,相对 湿度 为 50% ~75% , 光 周 期 为 16L: 8D。 

寄生 蜂 由 塞尔维亚 贝尔 格 莱 德 大 学 Zeljko 
Tomanovié 博士 西班牙 拟 伦 西亚 大 学 Mar Ferrer- 
Suay 博士 进行 种 类 鉴定 。 

1.2 DNA 提取 与 特异 性 引物 设计 

特异 性 检测 模板 DNA 来 自 4 种 蚜虫 .17 种 寄 
生 蜂 ( 表 1)。 

采用 非 破坏 性 (non-destructive) 方法 提取 寄生 
蜂 DNA。 将 单 头 寄生 蜂 虫 体 放 入 1.5 mL 离心 管 ， 
加 入 180 uL 裂解 液 GA 和 20 uL EAM K 溶液 
[TIANamp Genomic DNA Kit 血液 /细胞 /组 织 基因 
组 DNA 提取 试剂 盒 (离心 柱 型 ) ,天 根 生 物 ( 北 京 ) 
有 限 公司 产品 ] ,混合 均匀 后 置 于 56Y 金属 洽 上 2 h 
后 取出 ,将 寄生 蜂 虫 体 回 收 , 按 照 试 剂 盒 说 明 书 裂解 
步骤 之 后 的 说 明 进行 操作 。 

空 僵 蚜 样品 采用 Chelex 方法 提取 DNA , 单 头 放 
入 1.5 mL 离心 管 中 , 加 入 20 uL PBS 溶液 (pH 7.2) 
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和 5 pL 10 ug/L 蛋白酶 K 溶液 (Amersco) ,用 灭 菌 
烧 制 的 研磨 棒 将 样品 磨 碎 后 ,加 入 150 pL 10% 
Chelex 溶液 (Bio-Rad ) ,震荡 混 匀 后 放 和 人 56% 金属 浴 
过 夜 ,取出 96C 金属 浴 20 min, - 20*C 保存 待 检测 。 
用 通用 引物 LepFl (5'-ATTCAACCAATCATAA 
AGATATTGG-3') 和 LepR1 (5'-TAAACTTCTGGATG 
TCCAAAAAATCA-3') ( Hebert et al., 2004) 扩 增 僵 
是 及 空 僵 蚜 样 品 700 bp 左右 的 COI 基因 片段 ,出 现 
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目标 条 带 的 PCR 产物 进行 测序 (北京 博 迈 德 基因 技 
术 公 司 )。 测 序 序 列 通 过 BioEdit 7.2.5 ( Ibis 
Biosicences Carlsbad, CA) 软件 进行 比 对 ,找到 物种 
间 差 异 碱 基 位 点 , 运用 Primer PREMIER 5.0 
(PREMIER Biosoft Palo, CA) 软件 设计 麦 长 管 蚜 、 麦 
二 叉 蚜 、 烟 蚜 昔 蜂 和 蚜虫 宽 缘 金 小 蜂 特异 性 引物 
( 表 2)。 随 后 ,利用 表 1 中 各 种 蚜虫 与 寄生 蜂 的 
DNA 模板 ,进行 引物 特异 性 检测 。 




















X1 用 于 引物 特异 性 检测 的 蚜虫 及 寄生 蜂 物种 


Table 1 Aphid and parasitoid species used in primer specificity detection 

























































































科 名 Family 属 名 Genus 种 名 Species 样本 编号 Sample no. 
是 草 蜂 科 Aphidiidae rz ERR Aphidius 乌 效 别克 斯 坦 蜂 A. c uzbekistanicus Luzhetski 9, 10 
阿尔 蚜 划 蜂 A. ervi Haliday 11, 12 
IIFAR A. gifuensis ( Ashmead) 5,6 
蚜 外 草 蜂 属 Praon 翼 蚜 外 草 蜂 P. volucre (Haliday) 13, 14 
长 背 瘦 峰 科 Charipidae 草 蜂 长 背 瘦 蜂 属 Alloxysta A. fracticornis (Thomson) 15, 16 
A. lloxysta japonicus ( Ashmead) 17, 18 
A. pusilla. ( Kieffer) 19, 20 
Phaenoglyphis P. villosa ( Hartig) 21,22 
跳 小 蜂 科 Encyrtidae 食 蚜 蝇 跳 小 蜂 属 Syrphophagus 蚜虫 是 蝇 跳 小 蜂 S. aphidivorus ( Mayr) 23,24 
S. taeniatus ( Förster) 25, 26 
S. eliavae 27, 28 
Syrphophagus sp. 29, 30 
KIRAR} Megaspilidae ” 白木 细 蜂 属 Dendrocerus APAA D. laticeps ( Hedicke) 31, 32 
合 沟 细 蜂 D. carpenteri ( Curtis) 33, 34 
金 小 蜂 科 Pteromalidae 模 缘 金 小 蜂 属 Pachyneuron 蚜虫 宽 缘 金 小 峰 P. aphidis (Bouché) 7,8 
阿 金 小 蜂 属 Asaphes 宽 肩 阿 水 金 小 蜂 4A. suspensus (Nees) 35, 36 
TREE NEA. vulgaris Walker 37,38 
IFE} Aphididae 芒 蚜 属 Sitobion ZKI S. avenae (Fabricius) 3,4 
二 叉 蚜 属 Schizaphis JE W S. graminum (Rondani) 1,2 
无 网 长 管 蚜 属 Metopolophium 麦 无 网 长 管 蚜 M. dirhodum (Walker) 39, 40 
Ai eio Rhopalosiphum SER. padi (L. ) 41 
表 2 目标 物种 DNA 扩 增 特异 性 引物 信息 
Table 2 Information of specific primers for DNA amplification of target species 
物种 引物 序列 (5' -37) r0) 产物 大 小 (bp) 
Species Primer sequences Product size 
te A ei 6 ss 
—— rH M so 
RIBAK Midia ganai (me) E ATTACCA OTAGA a 
蚜虫 宽 缘 金 小 蜂 F: CAGTATAYCCTCCTTTATCTTCAAATATG 56 117 
Pachyneuron aphidis ( Bouché) R: AAATAAAATTAATAGATCCTATAATTGATGAT 
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1.3 PCR 扩 增 及 检测 

通用 引物 LepFL/RI 扩 增 体系 和 条 件 参照 Yang 
等 (2016) 。 僵 蚜 及 空 僵 师 特异 性 引物 检测 扩 增 体 
系 10 uL: dd H,O 1.5 uL, 2 x Multiplex PCR Master 
Mix( QIAGEN) 5 uL, ER [5] 5| 7 (10 jumol/L) 4% 1 
pL, DNA 模板 (210ng/uL)1.5 uL, 2 35 & f: 
95*C 15 min;947C 30 s, 3E K 60 s,72%C 90 s, E% 35 
次 ;72% 延伸 10 min ,最 终 保 存在 4% 。 引 物 退 火 温 
度 见 表 2。PCR 产物 用 296 KER 200 V 电泳 , 约 20 
min 后 用 紫外 凝 胶 成 像 仪 照 胶 ,记录 目标 位 置 出 现 
条 带 的 样品 。 
1.4 不 同 放置 时 间 下 空 僵 蚜 中 寄生 蜂 DNA 检 出 
率 测定 

设 2 种 蚜虫 -初级 寄生 蜂 组 合 ( 麦 长 管 蚜 - 烟 是 
草 蜂 、 麦 二 又 蚜 - 烟 蚜 草 蜂 ) 和 2 种 蚜虫 -初级 寄生 
蜂 - 重 寄生 蜂 组 合 ( 麦 长 管 蚜 - 烟 蚜 草 蜂 -蚜虫 宽 缘 金 
小 蜂 、 麦 二 叉 蚜 - 烟 蚜 草 蜂 - 蚜 虫 宽 缘 金 小 蜂 )。 伪 蚜 
单 头 放 于 用 脱脂 棉 塞 口 的 1.5 mL 离心 管 中 , 离 心 管 
放置 在 培养 箱 中 , 温度 为 24 + 1C ,相对 湿度 为 
50% , 光 周 期 为 16L:8D。 各 组 合 分 别 取 完整 僵 蚜 以 
及 出 蜂 后 4, 8, 12, 16, 20 和 24 d 空 僵 蚜 各 10 头 ， 
重复 3 次 。 取 样 后 ,样品 单 头 置 于 1.5 mL 离心 管 
中 ,注入 95% 乙醇 后 封口 保存 于 - 200€ 冰箱 ,用 于 
检测 空 僵 蚜 中 初级 寄生 蜂 、 重 寄生 蜂 的 DNA f 







































































14" S" 型 变化 , 故 利 用 下 列 逻 辑 斯 蒂 曲 线 方程 (万 昌 
秀和 梁 中 宇 ,，1983 ) 分 析 空 僵 蚜 放置 时 间 与 DNA 检 
出 率 之 间 的 关系 。 


y=100x 
] 十 








bo+bıx © 
e? 1 


其 中 :7y 为 检 出 率 (% ) ,x 为 检测 时 间 (d) ,bo 为 常数 
项 ,b, 为 回归 系数 。 对 不 同 放置 条 件 下 DNA 检 出 
率 间 的 差异 进行 方差 分 析 (Proec GLM) ,多 重 比较 采 
用 Student-Newman-Keuls(SNK ) 法 进行 ,所 有 分 析 均 
由 SAS 9.3 软件 执行 (SAS Institute, 2011) 。 





2 结果 


2.1 引物 特异 性 检测 
引物 特异 性 检测 表明 ,4 对 引物 ( 表 2) 仅 在 目 
标 物种 麦 二 又 是 、, 麦 长 管 是、 烟 是 曹 蜂 ,蚜虫 宽 缘 爹 
小 蜂 中 分 别 扩 增 出 特定 大 小 目的 条 带 , 说 明 设计 的 
的 引物 均 具 有 和 良好 的 特异 性 (图 1) 。 
1.2 ”不同 放置 时 间 下 空 僵 蚜 中 寄生 蜂 DNA 检 
对 空 全 是 进 行 了 检测 , 空 僵 蚜 中 寄生 蜂 DNA 检 
出 率 随时 间 延 长 逐步 下 降 (图 2) 。 在 出 蜂 24 d 后 
Ic AE HZ BRUST f , 烟 是 昔 峰 DNA ERKENE 
又 是 空 价 蚜 中 的 检 出 率 分 别 为 66.7% 和 86. 7% ,最 























率 。DNA 提取 见 1.2 节 ,PCR 反应 体系 及 条 件 见 
1.3 节 。 
1.5 不 同 放置 条 件 下 空 僵 蚜 中 蚜虫 .初级 寄生 蜂 
DNA 检 出 率 测定 

设 2 种 蚜虫 与 初级 寄生 蜂 组 合 ( 麦 长 管 蚜 - 烟 蚜 
草 蜂 、 麦 二 又 蚜 - 烟 蚜 草 蜂 )。 伪 蚜 单 头 放 于 用 脱脂 
棉 塞 口 的 1.5 mL 离心 管 中 , 伪 蚜 中 寄生 蜂 羽 化 24 h 
内 ,将 空 僵 蚜 进 行 浸泡 ( 纯 水 浸泡 4 ,模拟 降雨 ) 与 
不 浸泡 两 种 处 理 , 随后 分 别 置 于 16%C RH 4096, 
16% RH 80%, 24C RH 40% ，24% RH 8096, 
32C RH 40% 和 32C RH 8096 6 个 温 湿 度 组 合 的 
培养 箱 中 , 光 周 期 丝 为 16L:8D。 分 别 放置 12 d 和 
24 d 后 进行 取样 ,不 同 环境 组 合 中 各 取 空 伪 蚜 8 ~ 
10 头 ,重复 3 次 。 样 品 保存 方式 同 1.4 节 , 用 于 检 
测 不 同 放置 条 件 下 空 伪 蚜 中 蚜虫 .初级 寄生 蜂 的 
DNA 检 出 率 。DNA 提取 见 1.2 节 ,PCR 反应 体系 及 
条 件 见 1.3 节 。 
1.6 数据 处 理 
由 于 空 僵 蚜 中 寄生 蜂 DNA 检 出 率 随时 间 呈 近 












































虫 宽 缘 金 小 蜂 DNA 检 出 率 则 都 为 66.7% 。 说 明 初 
级 寄生 蜂 烟 蚜 芋 蜂 和 重 寄生 蜂 蚜 虫 宽 缘 金 小 蜂 在 麦 
TE AE SUE irr DNA 检 出 率 的 半衰期 值 
(DSs ) 值 均 长 于 24 d. 
2.3 不 同 放置 时 间 和 条 件 下 蚜虫 和 寡 生 蜂 DNA 
检 出 率 

在 空 僵 蚜 放置 时 长 温度、 相对 湿度 以 及 浸泡 处 
理 等 不 同 因素 中 ,只 有 浸泡 处 理 对 麦 长 管 蚜 DNA 检 
出 率 有 显著 性 影响 (P =0.0160) ,而 烟 蚜 草 蜂 DNA 
的 检 出 率 在 “时 长 x 浸泡 ”的 双 因 素 组 合 下 , 检 出 率 
存在 显著 变化 (P 20.0474) ,其 余 均 无 显著 性 差异 
(P>0.05); 麦 二 叉 蚜 形成 的 空 僵 蚜 中 麦 二 叉 蚜 以 
及 烟 蚜 草 蜂 DNA. 的 检 出 率 在 不 同 放置 条 件 下 均 无 
显著 性 差异 (P>0.05)( 表 3)。 综 合 上 述 所 有 处 理 
(温度 16, 24 和 32% 以 及 RH 40% 和 80% 的 不 同 
HERH) ,寄生 蜂 羽 化 24 d 后 ,在 麦 长 管 蚜 和 麦 二 
又 蚜 的 空 僵 蚜 中 ,这 两 种 蚜虫 和 这 一 初级 寄生 蜂 的 
DNA 检 出 率 分 别 在 93. 1% ~ 100% 和 76.7% ~ 
10096 之 间 ( 表 4) 。 
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A  NCNCI 2 34 5 6 7 8 9 10 MII I2 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 


23 242526 27 28 29 303132 33 34 M 35 36 37 38 39 40 41 


C NCNC5 6 12 3 4 7 8 9 10 M 1112 13 14 I5 1617 18 1920 21 22 


23 2425 26 27 2829 30 3132 33 34 M 35 3637 38 39 4041 





图 1 蚜虫 和 寄生 











B wcwG34 12 5 56 7 8 9 10M 111213 1415 161718 19 202122 


23 24 2526 27 28 29 30 3132 33 34 M 35 36 37 38 39 40 41 


D NCNC7812 34 5 69 10M11121314 1516 1718 1920 2122 





23 24 2526 27 28 293031 32 33 34 M 35 36 37 38 39 4041 


E DNA 扩 增 引物 特异 性 


Fig.l Primer specificity of DNA amplification from aphids and parasitoids 
A: 4E — SUB DNA 扩 增 引物 Primers for DNA amplification from Schizaphis graminum; B; Æ KE IY DNA 扩 增 引物 Primers for DNA amplification 


from Sitobion avenae; C; WIF Et% DNA 扩 增 引物 Primers for DNA amplification from Aphidius gifuensis; D; 蚜虫 





宽 缘 金 小 蜂 DNA 扩 增 引物 Primers 








for DNA amplification from Pachyneuron aphidis. M; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; NC; 阴性 对 照 Negative control ( ddH O). 泳 道 
序号 (样本 编号 ) 对 应 的 物种 见 表 1; 引 物 信 息 见 表 2。Lane number (sample no. ) represents insect species ( Table 1) , and the primer information 


see Table 2. 
3 讨论 


等 (2014) 利用 聚合 酶 链 反应 - 单 链 构 
象 多 态 性 分 析 (polymerase chain reaction-single- 
strand conformation polymorphism, PCR-SSCP ) 方法 

ITARTE A H BE S EA ETT ERU, 3003-33 E 
o DNA 信息 ,但 在 一 个 空 僵 蚜 中 同时 检 




















TER 


测 出 蚜虫 和 寄生 蜂 DNA 的 比例 只 有 1/12 , 88438 
品 的 寄主 种 类 无 法 获知 ;同时 发 现 空 僵 蚜 中 DNA 的 
检 出 时 限 超过 21 d。 在 本 试验 中 , 空 僵 蚜 样品 皆 能 
同时 检测 到 寄主 蚜虫 与 寄生 蜂 种 类 ,寄生 蜂 羽 化 24 
d 后 寄生 蜂 DNA 检 出 率 仍 达 66. 796 以 上 。PCR- 
SSCP 检测 方法 较 本 研究 采用 的 通过 物种 特异 
物 扩 增 空 僵 蚜 中 残留 DNA. 的 检测 方法 更 为 复杂 

耗 时 , 且 前 者 使 用 通用 引物 扩 增 可 外 o 
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图 2 不 同 空 僵 蚜 中 烟 蚜 草 蜂 和 蚜 
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R 宽 缘 金 小 蜂 DNA 检 出 率 变化 模拟 曲线 




















Fig. 2 The stimulation curves of the DNA detection rates of Aphidius gifuensis and 


Pachyneuron aphidis from different empty aphid mummies 


A: 麦 长 管 蚜 空 僵 蚜 中 的 烟 蚜 草 蜂 DNA (A. gifuensis DNA from Sitobion avenae mummy shells) ; B: FAZ — Sr zs (tr rnm ppp DNA (A. 


gifuensis DNA from S. graminum mummy shells) ; C; Æ K 4$ iy zx (Ei b ep S E 





缘 金 小 蜂 DNA (Pachyneuron aphidis DNA from S. avenae mummy 





shells); D; 麦 二 又 是 空 僵 蚜 中 的 宽 缘 金 小 蜂 DNA (P. aphidis DNA from S. graminum mummy shells). 





等 问题 ( Deagle and Tollit, 2007) ,不 能 真实 全 面 地 
反映 空 僵 蚜 中 保留 的 物种 DNA. 信息 。 本 研究 采用 
的 检测 方法 能 从 空 僵 蚜 中 获取 完整 的 蚜虫 -初级 寄 
生 蜂 - 重 寄生 蜂 信息 ,更 加 适用 于 空 僵 蚜 中 蚜虫 与 寄 
生 蜂 食物 关系 的 追溯 分 析 。 

空 伪 蚜 在 自然 环境 中 经 历 风 吹 日 晒 雨 淋 , 会 使 
其 中 残留 DNA 逐步 降解 ， ju auus x [eir FE 
品 中 蚜虫 与 寄生 蜂 DNA 的 检 出 率 。 本 研究 通过 漫 
泡 处 理 模 拟 降雨 影响 、 调 节 温 湿度 模拟 田间 不 同 小 
气候 ,发 现 不 同 处理 之 间 僵 蚜 中 蚜虫 和 寄生 蜂 DNA 
检 出 率 差异 不 明显 ,而 且 在 出 蜂 24 d 后 ,蚜虫 和 初 
级 寄生 蜂 的 DNA 检 出 率 分 别 在 86. 796 ~ 100% 和 
76.7% ~100% 之 间 。 这 说 明 在 本 研究 的 设 定 时 长 
范围 内 , 空 僵 蚜 内 的 蚜虫 与 寄生 蜂 DNA. 信息 相对 稳 
定 , 降 十 .温度 湿度 等 环境 因子 对 空 僵 蚜 中 DNA 检 
出 率 的 影响 不 大 。 田 间 空 僵 蚜 受到 风 吹 、 雨 水 冲刷 





















































以 及 其 他 因素 影响 (Brodeur and Rosenheim, 2000; 
, 2014) ,容易 从 植物 组 织 上 脱落 。 本 
研究 中 的 物种 特异 性 引物 扩 增 空 僵 师 DNA 检测 技 
术 能 追溯 寄生 蜂 羽 化 24 d 内 空 僵 蚜 的 DNA 信息 ， 
已 足以 满足 田间 空 僵 蚜 分 子 检测 研究 的 需要 。 

本 研究 评价 了 不 同 放置 条 件 下 空 僵 蚜 中 蚜虫 、 
初 寄生 蜂 DNA 检 出 率 的 变化 规律 ,但 尚未 涉及 重 寄 
生 蜂 ,有 竺 进一步 研究 。 此 外 ,本 研究 证 实 空 僵 蚜 能 
用 于 蚜虫 及 其 寄生 蜂 食 物 关 系 的 追溯 ,但 空 僵 蚜 与 
正常 伪 蚜 中 反映 出 的 食物 关系 信息 是 否 完全 一 致 ， 
同样 有 待 进一步 验证 。 


Varennes et al. 
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RI 不 同 放 置 时 间 和 条 件 下 对 空 僵 蚜 中 蚜虫 和 寄生 蜂 DNA 检 出 率 影 响 的 方差 分 析 
Table 3 ANOVA results of the effects of storage time and conditions on the DNA 


detection rates of aphids and parasitoids from empty aphid mummies 
蚜虫 及 其 寄生 蜂 Aphids and parasitoids 














因素 Factors 麦 长 管 蚜 烟 蚜 草 蜂 麦 二 又 是 烟 蚜 草 蜂 

aS df Sitobion avenae Aphidius gifuensis Schizaphis graminum A. gifuensis 

F P F P F P F P 
放置 时 长 Storage time 1, 48 3.33 0.0745 2.03 0. 1608 1.00 0. 3223 0.03 0.8711 
温度 Temperature 2,48 0.89 0.4184 0.81 0.4518 1.00 0.3754 0.01 0.9870 
湿度 Humidity 1, 48 2.04 0.1594 0.5 0. 4832 1.00 0. 3223 0.05 0.8164 
浸泡 Soaked 1, 48 6.24 0.0160 0. 43 0.5171 1.00 0. 3223 0. 43 0.5140 
放置 时 长 x 温度 Storage time x temperature 2, 48 0.49 0.6183 0.46 0.6313 1.00 0.3754 0.25 0.7766 
放置 时 长 x 湿度 Storage time x humidity 1, 48 0.06 0. 8098 1.31 0.2589 1.00 0.3223 0.15 0.7049 
放置 时 长 x 浸泡 Storage time x soaked 1, 48 1.72 0.1964 4.14 0.0474 1.00 0. 3223 0.02 0. 8789 


放置 时 长 x 温度 x 湿度 

Storage time x temperature x humidity 
放置 时 长 x 湿度 x 浸泡 

Storage time x humidity x soaked 
放置 时 长 x 温度 x 湿度 x 温 泡 


Storage time x temperature x humidity x soaked 


2, 48 2.09 0.1349 0.03 0.9681 1.00 0.3754 1.56 0.2198 


, 48 0.21 0. 8083 2.39 0.1021 1.00 0.3754 0.7 0.5022 











, 48 1.26 0.3001 0.01 0.9992 1.00 0.401 0.5 0.6819 


温度 x 湿度 Temperature x humidity 2, 48 1.95 0.1528 1.06 0.3556 1.00 0.3754 0.75 0.4764 
温度 x 浸泡 Temperature x soaked 2, 48 0.42 0.6597 0.69 0.5060 1.00 0.3754 2.57 0. 0868 


温度 x 湿度 x 浸泡 





xt 2, 48 0.13 0.8822 0.58 0. 5630 1.00 0.3754 1.77 0.1808 
Temperature x humidity x soaked 
湿度 x 浸 泡 Humidity x soaked 1, 48 0 0.9548 2.6 0.1136 1.00 0. 3223 1.23 0.2722 








将 空 僵 蚜 放置 不 同时 间 ( 寄 生 蜂 出 峰 后 4, 8, 12, 16, 20 和 24 d 取样 ) , 纯 水 浸泡 (4 D) 或 不 浸泡 并 放置 在 不 同 温度 和 相对 湿度 组 合 条 件 下 ; 表 
4 同 。The empty aphid mummy shells were stored for different periods ( samples were collected at 4, 8, 12, 16, 20 and 24 d after parasitoid 








emergence) , soaked in water for 4 h or unsoaked and kept at different temperature and humidity combinations. The same for Table 4. 


表 4 不 同 放 置 条 件 下 蚜虫 和 寄生 蜂 DNA 检 出 率 ( 90) 


Table 4 DNA detection rates ( % ) of aphids and parasitoids under different storage conditions 





























寄生 峰 羽 Ne ZKI HEI Mummies of Sitobion avenae 3i — SUBE ELE Mummies of Schizaphis graminum 
a HUECC) JECA) 浸泡 Soaked 不 浸泡 Unsoaked 浸泡 Soaked 不 浸泡 Unsoaked 
Drain Leper bi ers 蚜虫 GEEREGE h QREDRER 蚜虫。 GEERMOR 。” ”蚜虫 RE 
emergence "  Aphids Aphidius gifuensis Aphids Aphidius gifuensis Aphids Aphidius gifuensis Aphids Aphidius gifuensis 
12 16 40 100 93.3 96.7 83.3 100 90.0 100 96.7 
80 100 93.3 86.7 86.7 100 83.3 100 100 
24 40 100 86.7 96.4 89.3 100 100 100 96.7 
80 93.1 93.1 88.5 88.5 100 86.7 100 86.2 
32 40 100 90.0 85.7 89.3 100 83.3 100 93.3 
80 100 86.7 100 80.0 100 100 100 90.0 
24 16 40 100 86.7 96.7 93.3 100 93.3 93.1 96.6 
80 100 93.3 100 100 100 93.3 100 96.7 
24 40 100 90.0 100 90.0 100 86.7 100 93.3 
80 96.7 100 96.7 93.3 100 96.7 100 90.0 
32 40 100 76.7 100 96.7 100 93.3 100 96.7 


8 10 86.7 93.3 93.3 10 96.7 10 90.0 
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